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Resumen 
Diverso es el grupo de bacterias oxidadoras de amonio, pero son las bacterias 
del género Nitrosomnas las más abundantes en el planeta debido a su incidencia 
impórtate en el ciclo biogeoquímico del nitrógeno. Estas bacterias pueden ser 
aisladas directamente del suelo, principalmente están asociadas a suelos 
contaminados con amoniaco, aguas residuales, lodos, o cultivos de gramíneas. 
Se realizó un muestreo en el campus de la Universidad Libre, Seccional Pereira, 
seleccionando 3 nichos; guadual, caña brava y pomarrosa, luego las muestras 
se sembraron en medio líquido y solido (Agar y Caldo Nitrosomonas), se realizó 
la prueba bioquímica de identificación de nitritos con reactivo de Griess y como 
prueba confirmatoria se empleó óxido de zinc, para evidenciar presencia de 
nitratos en el medio; además se compararon las morfologías aisladas, frente a la 
recuperación en medio líquido y solido de un consorcio microbiano llamado 
Proline. Se obtuvieron diversas colonias con morfologías variadas y 
características diferenciadoras, según el resultado del reactivo de Griess 
parecería que solo 2 de ellas fueron positivas para nitritos, pero todas ellas no 
presentaron cambio de color al ser agregado el óxido de zinc, lo que indica la 
presencia de nitratos y la supuesta tenencia previa de nitritos, de modo que se 
presume la tenencia de Nitrosomonas sp. en los aislamientos realizados a los 3 
nichos del campus. 
 
Palabras clave: Nitrosomonas sp., oxidación de amonio, suelo, nitrosación, 
nitritos. 
_______________________________________________________ 
INTRODUCCIÓN 
La bacteria oxidadora de amonio Nitrosomonas sp. es un bacilo Gram negativo 
(-) de 2 bicapas lipídicas con sistema de membranas periféricas, tiene una forma 
elipsoidal, y presenta un tropismo quimiolitoautótrofo donde su fuente de carbono 
es el CO2, quien se fija mediante el ciclo de Calvin. Se encuentra en el suelo, ya 
que es de gran importancia en el ciclo biogeoquímico del Nitrógeno, participando 
en la oxidación de compuestos inorgánicos como el nitrógeno amoniacal, 
producto de la descomposición de la materia orgánica, de la cual obtiene su 
energía (Paredes Gilón & Paredes Cuervo, 2014). 
La presencia de gran cantidad de citocromos en el espacio periplasmático y la 
membrana de estas bacterias provoca una coloración roja en sus colonias debido 
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a la oxidación del amonio, característica importante para la identificación 
morfológica de las colonias en los medios de cultivo (Cañestro, Casablancas, & 
Seguí, 2001). 
Estas bacterias se desarrollan fácilmente cerca de las raíces de las plantas, 
ayudando a reducir el amoniaco (NH3) del suelo, y junto a bacterias nitrificantes 
dejan disponible el nitrógeno en forma de nitratos para que sea asimilable por 
las plantas (Parés & Juárez, 2002). 
Este compuesto de amoniaco (NH3) también es encontrado en la cadena 
productiva de la caña de azúcar en estado gaseoso, como subproducto generado 
al final del proceso, que se evidencia por un olor bastante fuerte (Paredes Gilón 
& Paredes Cuervo, 2014). 
Castellanos-Rozo & Ramos-Parra propusieron la aplicación de bacterias 
nitrificantes como Nitrosomonas spp. en humedales para tratamiento de aguas 
residuales. Así mismo, R.F. Lewis ha aislado estas bacterias en medios de 
cultivo puro, al encontrarlas en diferentes nichos según la metodología descrita 
inicialmente por Winogradsky en 1890, y como lo confirman en otro estudio sobre 
el aislamiento en cultivo puro de Nitrosomonas europaea (Meiklejohn, 1949).  
El aislamiento de bacterias del género Nitrosomonas sp. ha sido descrito en el 
medio propuesto por Winogradsky y otros autores lo han empleado con algunas 
modificaciones, basándose en el continuo uso de ciertas sales. Es el caso del 
Mineral Salt Medium (MSM) empleado por Annette Bollmann, donde emplea 
cloruro de potasio (KCl), sulfato de magnesio (MgSO4), y cloruro de calcio (CaCl) 
(Annette Bollmann, 2013). Así mismo, se encuentra el medio nº 221 
recomendado por ATCC para la recuperación de Nitrosomonas europaea, el cual 
presenta sales como; sulfato de amonio ((NH4)2SO4), sulfato de magnesio 
(MgSO4), cloruro de calcio (CaCl2), y por ultimo emplean como fuente de hierro, 
sulfato de hierro (FeSO4) con EDTA (Cañestro, Casablancas, & Seguí, 2001). 
El orden Nitrosomondales es morfológica, metabólica y ecológicamente diverso, 
este incluye organismos que tienen células en forma de espiral, cocos, vara y 
pleomórficas, ademas incluye organismos que pueden crecer de forma 
quimiolitrópica, mixotrófica y quimioorganotrófica. En tanto, los organismos de 
este orden están presentes en una gran variedad de hábitats (Garrity, Bell, & 
Lilburn, 2004). 
El género Nitrosomonas se caracteriza por presentar células esféricas, 
elipsoidales o en forma de vara. Las cepas que pertenecen a la misma especie, 
por lo general presentan células similares en forma y tamaño. Las células se 
producen de manera individual, pero ocasionalmente pueden ocurrir cadenas 
cortas. Según sus condiciones de crecimiento, las células pueden ser de vida 
libre o estar integradas en agregados viscosos. Además, las células con 
características móviles exhiben flagelos polares (Garrity, Bell, & Lilburn, 2004). 
En el Manual de Bergey´s se describe a N. europeae como una célula ovoide o 
circular, no como un bacilo. Engel et al. (1960) también describió la alteración de 
la apariencia de colonias de un cultivo puro en medios sólidos y junto con 
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Kingma-Boltjes (1935) definieron que la forma de las colonias parece depender 
del medio, no de la célula. Además, los criterios de tamaño y forma no son válidos 
para la diferenciación entre las especies de Nitrosomonas sp. debido a la 
dependencia de la edad de cultivo (HesselsÖe & SÖrensen, 1998). 
Estas bacterias están involucradas en la primera fase del proceso de nitrificación, 
llamado nitritación; definido como la oxidación del amonio (NH4) a nitrito (NO2-), 
el cual juega un papel importante en la remoción del nitrógeno orgánico de aguas 
servidas, donde la remoción convencional es por nitrificación bacteriana. En este 
procedimiento reside un alto costo debido a la necesidad de aireación 
(proporcionar oxígeno al reactor) y la adición de fuentes de carbono (externa) 
para la desnitrificación (Parés & Juárez, 2002). 
El reactivo de Griess lo componen 3 compuestos químicos; acetato de sodio 
(Solución A), alfa-naftilamina (Solución B), ácido sulfanílico (Solución C), los 
cuales permiten evaluar la presencia de nitritos en medio líquido, producto de la 
oxidación del amonio (Sánchez, 2004). Posteriormente se realiza otra prueba 
con polvo de zinc, que evidencia la presencia de nitratos, indicando que hubo 
presencia de nitritos y que ahora persisten bacterias nitrificantes que realizan 
continúan con el proceso de nitrificación (Castellanos-Rozo & Ramos-Parra, 
2014; Rodriguez Moreno & Toro Lozano, 2006). 
Debido al problema ambiental y social que se genera por efecto de las vinazas, 
como subproducto de la agroindustria azucarera del Ingenio Risaralda, en la 
Virginia, Risaralda, se origina la pregunta de investigación que responde a ¿Será 
posible aislar e identificar bioquímicamente las bacterias del género 
Nitrosomonas, a partir de nichos presentes en el campus Belmonte de la 
Universidad Libre Seccional Pereira, para multiplicarse de manera masiva con 
fines de biocompostaje de subproductos de la caña de azúcar? 
MÉTODOLOGÍA 
1. Toma de muestras 
La selección de nichos en el campus de la universidad para realizar el muestreo 
se determinó según las condiciones que describen Cañestro et. al (2001), donde 
Nitrosomonas sp. tiene mayor incidencia en suelos húmedos, baja luminosidad, 
y cercana a fuentes de agua debido a que hace consorcio con fangos (Cañestro, 
Casablancas, & Seguí, 2001). Se seleccionaron 3 nichos: Guadual, Caña Brava 
y Árbol Pomarrosa, y de allí se tomaron dos submuestras de cada uno (A y B), 
además se determinaron 3 subnichos (1, 2 y 3; correspondientes a la cercanía a 
fuentes de agua, donde 3 es más cercano, 2 es intermedio y 1 más alejado) y la 
toma de muestras se realizó a 5 cm y a 10 cm de profundidad, para cada una de 
las submuestras.  
Se retiró la capa superior (2-3cm) del suelo y se tomó la primera porción con pala 
lavada solo con agua para cada una de las muestras, luego se tomó la segunda 
porción del suelo adyacente para muestrear una cantidad no menos de 1 kg, y 
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se agregó el suelo en bolsas herméticamente selladas Ziploc empleando 
guantes. Se rotularon las muestras con fecha, nicho, subnicho, profundidad, y 
duplicado. Se conservaron las muestras en nevera hasta el momento de 
utilización en el laboratorio (Gómez & Acevedo, 2001). 
Tabla 1. Cronograma de toma de muestras, procedencia y profundidad. 
FECHA No. NICHO SUBNICHO PROFUNDIDAD TOTAL 
CAJAS 
02.08.17 
1 Lote Guadual 1 – 2 – 3 
5cm 37* 
2 Lote Caña Brava 1 – 2 – 3 
03.08.17 
3 Lote Guadual 1 – 2 – 3 
10cm 37 
4 Lote Caña Brava 1 – 2 – 3 
09.08.17 
5 Lote Poma Rosa 1 – 2 – 3 5cm 
20 
6 Lote Poma Rosa 1 – 2 – 3 10cm 
*(2 nichos x 3 subnichos x 3 diluciones) + 1 Control medio 
De la Tabla 1, los subnichos se nombraron de la siguiente manera; 
 G1: Bosque de Guadual, con menor cantidad de luz respecto a los 
siguientes 2 subnichos. 
 G2: Intermedio, entre la quebrada y el bosque 
 G3: Quebrada del campus, muestreo cercano al agua. 
 CB1: Muestra con incidencia de luz, al lado de carretera cerca al bosque 
de Caña Brava. 
 CB2: Muestra entre carretera y bosque. 
 CB3: Muestra cerca de las raíces de Caña Brava. 
 PR1: Muestra que se toma cerca a la raíz del árbol de Pomarrosa, justo 
al lado del tronco. 
 PR2: Muestra que se toma a 10 pasos de la primera PR1. 
 PR3: Muestra que se toma a 27 pasos de la primera muestra PR1. 
 
2. Diluciones seriadas y siembra 
Las muestras se llevaron al laboratorio, se realizó la homogenización de las 
submuestras A y B de cada subnicho, y se pesaron 10 gramos en 90 ml de agua 
peptonada, para realizar la activación de los microorganismos e iniciar las 
diluciones seriadas en agua peptonada en tubos de 9ml; se tomaron alícuotas 
de 1 ml de la muestra en 9 ml de agua peptona realizando la dilución desde10-2 
hasta 10-8.  
El medio de cultivo que se empleó en este estudio es Agar Nitrosomonas, 
preparado a partir de sales que le proporcionan la fuente de amonio, y otros 
elementos necesarios para el crecimiento selectivo de organismos que oxiden 
amonio, en este caso en forma de sulfato de amonio.  
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A continuación, se mostrarán los componentes del medio empleado en la tabla 
2, el cual le proporciona todos los nutrientes necesarios para el crecimiento de 
la bacteria, además se muestran las modificaciones que se realizaron durante el 
estudio. Así mismo, cuando se empleó Caldo Nitrosomonas, solo se omitió el 
uso de Agar Bacteriológico en la preparación (Tabla 2). 
Tabla 2. Componente de medio para crecimiento selectivo de Nitrosomonas sp. 
No. COMPONENTES CANTIDAD 
(1LITRO) 
EN 1110 
mL 
EN 550 
mL 
EN 380 mL EN 225mL EN 180 mL 
1 NaHCO3 (Bicarbonato de sodio) 0,5 g  0,555 g 0,275 g 0,5 g 0,1125 g 0,09 g 
3 MgSO4 (Sulfato de magnesio 0,1 g 0,111 g 0,055 g 0,1 g 0,0225 g 0,018 g 
4 (NH4)2SO4 (Sulfato de amonio) 0,5 g 0,555 g 0,275 g 0,380 g [1,0 
g/L]* 
0,112 g [0,5 g/L] 
0,225 g [1,0 g/L] 
0,337 g [1,5 g/L] 
0,09 g [0,5 g/L] 
0,18 g [1,0 g/L] 
0,27 g [1,5 g/L] 
5 KH2PO4 (Fosfato de disodio) 0,7 g 0,777 g 0,385 g  0,266 g 0,1575 g 0,126 g 
6 Na2HPO4 (Fosfato de sodio) 13,5 g 14,985 g 7,425 g 2, 565 g** 3,037 g 2,43 g 
7 CaCl.2H2O (Cloruro de calcio 0,18 g 0,1998 g 0,099 g 0,0684 g 0,040 g 0,032 g 
8 FeCl3.6H2O (Cloruro de hierro) 0,014 g 0,01554 g 0,0077 g 0,00532 g 0,0031 g 0,002 g 
 Agar bacteriológico 15 g 17,76 g 8,8 g - 3,37 g - 
 Agua destilada 1000 ml 1110 ml 550 ml 380 ml 225 ml - 
*Se duplicó la concentración de sulfato de amonio agregada a 1 g/L.  
**La concentración sugerida es de 13,5 g/L; en este caso se empleó la mitad de la concentración de 
fosfato de disodio [6,75 g/L]. 
Posteriormente, se realizaron las siembras de las tres últimas diluciones (10-6 
hasta 10-8) en Agar Nitrosomonas propuesto por Lewis et. al (1958), y empleado 
también por Villafrancia et. al (2011). Para el nicho Pomarrosa la sal fosfato de 
disodio (Na2HPO4) se redujo en 10 veces la concentración descrita normalmente, 
pasando de 13,5 g/L, a 1,35 g/L. 
Estas siembras se dejaron en incubación a temperatura ambiente y en 
condiciones de oscuridad durante 30 días, según lo describen los autores 
anteriores que se refieren al medio de cultivo. 
Se realizó control de ambientes del cuarto de siembra con Agar Plate Count para 
mesófilos y OGY para hongos y levaduras, y control de esterilidad del medio de 
cultivo (Agar Nitrosomonas). 
3. Observación macroscópica y repique en medio líquido 
Se realizó la observación del crecimiento en Agar Nitrosomonas a los 24 días de 
ser inoculados, evidenciando diferentes morfologías encontradas en cada caja y 
llevando un registro de esta diversidad de colonias, y seleccionando así las más 
significativas que presentaran similitud con lo descrito por Garrity et al. (2004). 
Las colonias seleccionadas se inocularon en medio líquido (Caldo 
Nitrosomonas), este medio está compuesto por las sales mencionadas 
anteriormente sin el uso de Agar Bacteriológico. Para el repique se decidió 
duplicar la concentración de sulfato de amonio ((NH4)2SO4) a 1,0g/L, con el fin 
de reducir el tiempo y aumentar la velocidad de crecimiento de las bacterias de 
24 días a 15 días. 
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Finalmente, se dejaron en incubación a temperatura ambiente y en condiciones 
de oscuridad durante 15 días, para realizar las pruebas bioquímicas 
posteriormente. 
4. Microscopía 
Se realizó tinción de Gram para las colonias sospechosas para Nitrosomonas 
sp. de las cajas de Agar Nitrosomonas, y se observó desde el objetivo 4x hasta 
100x la morfología según lo descrito en la literatura. 
5. Preparación de reactivos y pruebas bioquímicas 
La primera prueba bioquímica que se realizó, generalmente se emplea para 
determinar la presencia de nitritos en el medio. Para éste análisis se aplica 
reactivo de Griess, que se compone de tres soluciones A, B y C. Estas se 
prepararon según la metodología empleada por Sánchez, (2004). Esta se realizó 
en 3 frascos ámbar y se comprobó su actividad para teñir presencia de nitritos 
en un medio líquido, para lo cual se realizó una siembra de E. coli en muestra de 
orina, ya que esta enterobacteria reduce nitratos a nitritos. Esta fue la prueba de 
control positivo para comprobar que el reactivo si estaba detectando 
correctamente la presencia de nitritos, así como se muestra en la Figura 1. 
 
Fig. 1. Soluciones A, B y C, que componen el reactivo de Griess para la prueba de coloración 
de nitritos (izq.), muestras de orina de dos individuos, inoculadas con E. coli por triplicado y el 
control negativo (der.). 
Pasados los 24 días, se realizó la prueba bioquímica con reactivo Griess, 
adicionando 3 gotas de cada solución A, B y C en cada dilución de cada 
subnicho, sin usar el duplicado. Después de agregarle las primeras dos 
soluciones, si el resultado es positivo, el color cambia a rojo-rosado, si este es 
negativo entonces el medio queda incoloro. A continuación, si no se presenta 
cambio de color, se le adiciona polvo de zinc al medio líquido, para evidenciar la 
presencia de nitratos. La prueba es negativa si hay una coloración púrpura 
(ausencia de nitratos), y es positiva si el medio permanece incoloro.  
6. Proline 
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Este producto se compone de una agrupación de bacterias nitrificantes, y se 
conoce que la bacteria Nitrosomonas sp. hace parte de este consorcio 
microbiano, el cual fue adquirido a partir de una solución de un producto 
empleado en la piscicultura para eliminar el nitrógeno amoniacal presente en los 
lagos, llamado Proline (ECO-SYSTEMS, 2017).  
Se realizó la activación de la cepa toando 10 mL de Proline, en 90 mL de solución 
salina, se realizaron las diluciones seriadas desde 10-2 hasta 10-8, tomando las 
3 últimas diluciones para realizar siembra en Caldo y Agar Nitrosomonas, por 
triplicado. Para este inóculo se desarrollaron 3 análisis del crecimiento respecto 
a la concentración de la sal sulfato de amonio ((NH4)2SO4) en el medio, primero 
empleando la concentración recomendada [0,5 g/L] y luego duplicando y 
triplicando su concentración así: 1,0 g/L y 1,5 g/L. Posteriormente, se observó el 
crecimiento de esta siembra y se tomó como control positivo para los 
aislamientos realizados en los nichos descritos del campus de la Universidad 
Libre. 
RESULTADOS  
La textura del suelo se determinó arcilloso para el nicho Guadual (G2), pero G3 
se encontró arenoso con presencia de materia orgánica en descomposición, en 
este nicho es importante mencionar que es probable que en la quebrada se estén 
vertiendo aguas negras; por otro lado, se observó un suelo equilibrado en el 
nicho Caña Brava con poca intervención humana, y para el nicho Pomarrosa el 
suelo es franco-arenoso, mucho más intervenido por el hombre, constantemente 
pisado y con poca incidencia de materia orgánica en descomposición. Además, 
se observó que los suelos presentaban características ideales, ya que días antes 
hubo lluvias constantes. 
El nicho guadual pareció ser la ubicación más prometedora para encontrar el 
microorganismo, ya que este presentó en los ensayos realizados y morfología 
observada, ciertos microorganismos que mostraban reacciones de nitrosación, 
es decir, se presumió que estaba ocurriendo oxidación del amonio que había 
agregado en el Agar Nitrosomonas. A continuación, se describirán los resultados 
que se obtuvieron en dicho nicho, ampliando la información y seguida de los 
otros nichos. 
Observación macroscópica y repique en medio liquido: 
A los 5 días de la primera siembra, se observó la primera colonia encontrada en 
el nicho Guadual, subnicho 3 (G3).  
 DESCRIPCIÓN MORFOLÓGICA 
Se obtuvieron diferentes colonias con morfologías diversas a partir de los 
aislamientos realizados según se observa en la tabla 3. A continuación, se 
mostrará la descripción de las colonias observadas y los nombres asignados por 
las investigadoras, además se diferenciarán las colonias obtenidas según el 
nombre asignado y la prevalencia de estas respecto al total de aislamientos en 
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la tabla 4, con las especificaciones de: nicho, subnicho, profundidad y dilución 
de donde fueron obtenidos. 
 
Tabla 3. Diferenciación de los aislamientos observados, según la morfología. 
VISUALIZACIÓN 
DE MORFOLOGÍA 
NOMBRE 
DADO 
DESCRIPCIÓN 
 
Fig. 2. Colonia encontrada en 
Nicho CB2, dilución 10-7, a 
una profundidad de 5cm del 
suelo. 
PELUSA 
Colonia en forma rizoide, filamentosa, que 
presenta crecimiento dentro del agar, no 
superficialmente, de color beige. 
 
Fig. 3. Colonia encontrada en 
Nicho G3, dilución 10-8, a una 
profundidad de 5cm del suelo. 
 
Fig. 4. Colonia encontrada en 
Nicho G1, dilución 10-8, a una 
profundidad de 5cm del suelo. 
PIEDRA 
Colonia plancovexa con bordes irregulares, 
su cubierta es filamentosa, presenta 
crecimiento superficial y se observa debajo 
de ella consumo del medio de manera 
opaca, rodeada de pequeñas colonias de 
su misma especie en forma de halos, que 
se toma a todo este compendio como una 
sola colonia. En su estadio joven, la colonia 
presenta un color y a medida de su 
crecimiento el color cambió a color entre 
café, gris y verde. 
 
Fig. 5. Colonia encontrada en 
Nicho G3, dilución 10-7, a una 
profundidad de 5cm del suelo. 
 
RAMIFICADA 
Colonia grande de borde irregular de color 
blanco o beige, rizoide y lobulada. 
 
INCRUSTADA 
Colonia blanca, transparente en forma de 
estrella, incrustada en el medio, no 
presenta crecimiento superficial. 
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Fig. 6. Colonia encontrada en 
Nicho CB1, dilución 10-8, a 
una profundidad de 5cm del 
suelo. 
 
Fig. 7. Colonia encontrada en 
Nicho CB2, dilución 10-7, a 
una profundidad de 5cm del 
suelo. 
 
Fig. 8. Colonia encontrada en 
Nicho CB2, dilución 10-7, a 
una profundidad de 5cm del 
suelo. 
MEDIA (TIPO 
M) 
Colonia medio de borde irregular, forma 
plana, redondeada y cerrada con puntos 
dentro de ella y el centro más concentrado. 
 
Fig. 9. Colonia encontrada en 
Nicho CB2, dilución 10-7, a 
una profundidad de 5cm del 
suelo. 
 
Fig. 10. Colonia encontrada 
en Nicho CB2, dilución 10-7, a 
una profundidad de 5cm del 
suelo. 
GRANDE 
BEIGE 
Colonia grande de borde irregular, color 
beige plana y opaca. 
 
 
Fig. 11. Colonia encontrada 
en Nicho CB1, dilución 10-6, a 
una profundidad de 10cm del 
suelo. 
NEVADA 
Colonia de color blanco en forma de 
montaña con crecimiento hacia arriba, 
sobre el medio hacia la tapa, en dirección 
derecha, con centro más oscuro. 
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Fig. 12. Colonia encontrada 
en Nicho PR1, dilución 10-7, a 
una profundidad de 5cm del 
suelo. 
 
Fig. 13. Colonia encontrada 
en Nicho CB3, dilución 10-7, a 
una profundidad de 5cm del 
suelo. 
 
Fig. 14. Colonia encontrada 
en Nicho PR3, dilución 10-7, a 
una profundidad de 10cm del 
suelo. 
CREMOSA 
Colonia filamentosa brillante y cremosa, 
amarillenta que sobresale del medio. 
 
Fig. 15. Colonia encontrada 
en Nicho CB3, dilución 10-6, a 
una profundidad de 5cm del 
suelo. 
MINION 
Colonia fusiforme, gelatinosa con centro 
amarillo tipo minion. 
 
Fig. 16. Colonia encontrada 
en Nicho CB1, dilución 10-6, a 
una profundidad de 10cm del 
suelo. 
NARANJA 
Colonia naranja y opaca, con montículo en 
el medio, de tamaño mediano. 
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Fig. 17. Colonia encontrada 
en Nicho G3, dilución 10-6, a 
una profundidad de 10cm del 
suelo. 
OPACA (Sobre 
superficie) 
Colonia plana, opaca, irregular con 
crecimiento sobre la superficie. 
 
Fig. 18. Colonia encontrada 
en Nicho PR3, dilución 10-6, a 
una profundidad de 10cm del 
suelo. 
HUELLA 
Colonia plana, opaca, haciendo 
ramificaciones como si fuese una raíz, 
llegando a cubrir toda la caja de Petri, 
crecimiento superficial. 
 
Fig. 19. Colonia encontrada 
en Nicho PR1, dilución 10-8, a 
una profundidad de 10cm del 
suelo. 
RAMIFICADA 
TIPO 2 
Colonia ramificada color beige, con 
crecimiento por debajo del agar 
 
Tabla 4. Diferenciación de los aislamientos observados, según el nicho, 
subnicho y profundidad, incidencia de las colonias en el total de 111 cajas 
sembradas. 
NOMBRE 
DADO 
PRESENCIA POR NICHOS 
PRESEN. % 
GUADUAL CAÑA BRAVA POMARROSA 
PELUSA 
5cm.G3.10-8.A 
 
10cm.G1.10-6.A y B 
10cm.G1.10-7.A y B 
10cm.G1.10-8.A y B 
 
10cm.G2.10-6.A y B 
10cm.G2.10-7.A y B 
10cm.G2.10-8.A y B 
 
10cm.G3.10-6.A y B 
10cm.G3.10-7.A y B 
10cm.G3.10-8.A y B 
 
 
5cm.CB2.10-7.A y B 
5cm.CB2.10-8.A y B 
 
10cm.CB1.10-6.A y B 
10cm.CB1.10-7.A y B 
10cm.CB1.10-8.A y B 
 
10cm.CB2.10-6.A y B 
10cm.CB2.10-7.B 
10cm.CB2.10-8.A y B 
 
10cm.CB3.10-6.A y B 
10cm.CB3.10-7.A y B 
10cm.CB3.10-8.A y B 
5cm.PR3.10-7.A 41 36,9% 
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PIEDRA 
5cm.G1.10-8.A 
5cm.G2.10-6.A 
5cm.G2.10-8.A y B 
5cm.G3.10-6.B 
5cm.G3.10-7.B 
5cm.G3.10-8.A y B 
 
10cm.G1.10-8.A 
 
 
5cm.CB1.10-8.B 
5cm.CB2.10-6.B 
5cm.CB2.10-7.A 
5cm.CB2.10-8.A y B 
5cm.CB3.10-6.A y B 
5cm.CB3.10-7.B 
5cm.CB3.10-8.A y B 
 
10cm.CB3.10-6.A y B 
10cm.CB3.10-7.A y B 
10cm.CB3.10-8.A y B 
- 24 21,6% 
RAMIFICADA 
5cm.G2.10-8.B 
5cm.G3.10-7.A y B 
 
10cm.G1.10-7.A 
10cm.G2.10-7.A y B 
10cm.G3.10-6.B 
10cm.G3.10-8.A y B 
 
5cm.CB1.10-6.B 
5cm.CB2.10-6.A y B 
5cm.CB2.10-8.A 
5cm.CB3.10-6.B 
 
10cm.CB1.10-6.A y B 
10cm.CB1.10-7.A y B 
10cm.CB2.10-6.B 
10cm.CB3.10-7.A y B 
10cm.CB3.10-7.A y B 
- 11 9,9% 
INCRUSTADA 
5cm.G1.10-6.B 
5cm.G2.10-6.B 
5cm.G2.10-7.A 
5cm.G2.10-8.B 
5cm.CB1.10-6.A 
5cm.CB1.10-7.B 
5cm.CB1.10-8.B 
5cm.CB2.10-8.B 
5cm.CB3.10-7.B 
5cm.CB3.10-8.A y B 
- 11 9,9% 
MEDIA (TIPO 
M) 
5cm.G2.10-6.A y B 
5cm.G2.10-7.A y B 
5cm.G2.10-8.A 
5cm.G3.10-7.A 
5cm.G3.10-8.A 
 
10cm.G1.10-6.A 
10cm.G2.10-6.A 
10cm.G2.10-7.B 
5cm.CB1.10-7.A 
5cm.CB1.10-8.B 
5cm.CB3.10-8.A y B 
- 14 12,6% 
GRANDE 
BEIGE 
5cm.G2.10-6.A 
5cm.G2.10-8.A 
5cm.G3.10-6.B 
5cm.G3.10-8.A y B 
 
10cm.G1.10-8.B 
5cm.CB2.10-7.A y B 
5cm.CB2.10-8.B 
 
10cm.CB3.10-6.B 
10cm.CB3.10-7.A 
 
5cm.PR2.10-7.A 12 10,8% 
NEVADA - 
10cm.CB1.10-6.B 
10cm.CB1.10-8.A 
10cm.CB2.10-6.A y B 
10cm.CB3.10-6.B 
- 6 5,4% 
CREMOSA 10cm.G2.10-8.B 
5cm.CB3.10-7.B 
 
10cm.CB3.10-6.B 
5cm.PR1.10-6.A y B 
5cm.PR2.10-7.A y B 
 
10cm.PR3.a0-6.A 
8 7,2% 
MINION - 5cm.CB3.10-6.A - 1 0,9% 
NARANJA - 10cm.CB1.10-6.B - 1 0,9% 
OPACA (Sobre 
superficie) 
10cm.G3.10-6.A 
10cm.G3.10-7.B 
- - 2 1,8% 
TOTAL 111 cajas sembradas  100% 
*PRESEN.: PRESENCIA POR CAJA (No. Cajas) 
 
 
 REPIQUE EN CALDO NITROSOMONAS 
Se seleccionaron 6 de las colonias que crecieron en el Agar Nitrosomonas para 
el nicho Guadual inicialmente, con el fin de realizar el repique en Caldo 
Nitrosomonas. Pasados 24 días se observó el crecimiento en medio líquido como 
se muestra en la figura 20. 
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Fig. 20. Formación de colonias en el fondo del frasco dentro del Caldo Nitrosomonas, colonias 
adheridas al vidrio con crecimiento vertical hacia arriba, de color blanco, ciertas colonias tienen 
coloración más oscura, verdosa. 
Ahora, los resultados para los siguientes nichos Guadual, Caña Brava y 
Pomarrosa en ambas profundidades (5 y 10 cm), se observaron de la misma 
manera en los frascos; el crecimiento de colonias blancas y a veces oscuras que 
se desarrollaron verticalmente, adheridas al fondo del frasco. Por otro lado, el 
crecimiento también fue observado como turbidez en los frascos, lo cual indicó 
igualmente crecimiento de microorganismos. 
Preparación de reactivos y pruebas bioquímicas: 
La prueba con reactivo de Griess de coloración de nitritos en muestra de orina 
inoculada con E. coli se efectuó pasadas 24 horas de la inoculación, y los 
resultados mostraron que el reactivo tiene actividad potencial para colorear 
nitritos generados como subproducto de la actividad de enterobacterias en tan 
solo 15 minutos, por lo tanto, se comprobó la funcionalidad del reactivo de Griess 
(fig. 22). 
La prueba con reactivo de Griess se realizó pasados 15 días aproximadamente 
de cada grupo de siembras en medio líquido, el tiempo de espera para observar 
coloración fue de 15 min, pero al no observar cambio en la coloración se decidió 
dejar en incubación a temperatura ambiente durante 5 días más, para volver a 
leer los resultados de la presencia de nitritos. 
   
(a) (b) (c) 
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Fig. 22. Análisis de la funcionalidad del reactivo de Griess, frente a E. coli en muestras de orina. 
B. Nitritos positivo para las muestras que contenían E. coli inoculada en la orina. C. Nitritos 
positivos para el control negativo de la muestra de orina. 
 
En la siguiente figura se presentan colonias aisladas del primer nicho Guadual 
(G1, G2 y G3) a 5cm de profundidad. De las 6 colonias inoculadas para el repique 
en Caldo Nitrosomonas, solo en 4 se presentó crecimiento de colonias visibles a 
los 24 días (fig. 23 c y d), y solo en uno de ellos, en la colonia nombrada como 
TIPO PIEDRA, se presentó crecimiento a los 15 días (fig. 23 a y b). En las 
siguientes imágenes se observa el crecimiento que presentaron las colonias, que 
además de evidenciarse por colonias grandes también puede ser evidente 
debido a la turbidez, como es el caso más común en las muestras de caña brava 
y pomarrosa y se observa en la figura 24 para el nicho Guadual G1, pero en una 
a profundidad 10 cm. 
  
(a) (b) 
  
(c) (d) 
Fig. 23. Repiques de Guadual con el Reactivo de Griess adicionado. A. Prueba positiva para la 
presencia de nitritos en repique de colonia PIEDRA. B, C, D. Pruebas presuntivas negativas 
para la presencia de nitritos en el medio, en muestras el Guadual a 5 cm de profundidad, 
colonias Grande Beige, Ramificada, Media (Tipo M). 
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Fig. 24. Observación de turbidez que indica crecimiento en el Caldo Nitrosomonas, en siembra 
de nicho guadual, subnicho G1, dilución a 10-8 a 10 cm de profundidad. 
En la siguiente figura se presentan colonias aisladas del primer nicho Guadual 
(G1, G2 y G3) a 10cm de profundidad. Y se observa específicamente al subnicho 
G3, y el nombre asignado a este inoculo fue Opaca sobre superficie, quien 
presentó viraje en color a rojo-rosado, siendo este resultado positivo para la 
prueba de nitritos en el medio (fig. 25). 
 
Fig. 25. Observación de turbidez que indica crecimiento en el Caldo Nitrosomonas, en siembra 
de nicho guadual, subnicho G1, dilución a 10-6 a 10 cm de profundidad, comparación con 
prueba positiva para reactivo de Griess, pasados 5 días. 
 
El repique en Caldo para la colonia Tipo Piedra, fue además evaluado con Aution 
Sticks 10EA de Arkay (For in vitro diagnositic use only), estas son unas tirillas 
recomendadas para el diagnóstico clínico de contenido de Glucosa, Proteínas, 
Leucocitos, Nitritos, entre otras características en muestras de orina. Por lo tanto, 
las tirillas se emplearon para analizar la presencia de nitritos como se observa 
en la figura 26, donde se obtiene un resultado negativo para nitritos en la 
muestra. 
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(a)                      (b) 
Fig. 26. Prueba confirmatoria de ausencia de nitritos con tirillas de Aution Sticks 10EA (Arkay), 
plantilla de lectura de resultados. 
Al comparar el uso del reactivo frente a las tirillas, se encuentra que el primero 
tiene mayor especificidad para la detección de nitritos, por lo tanto, se confía más 
en el reactivo de Griess y se descarta el uso de las tirillas. 
Los siguientes análisis fueron del nicho Caña Brava, se realizaron 6 asilamientos 
del nicho en medio líquido, y el control negativo con cepa Streptomyces sp. y se 
encontró crecimiento en Grande Beige, Incrustada, en 5 cm de profundidad, y al 
realizar la prueba con reactivo de Griess luego de 5 días aproximadamente se 
observa leve coloración roja-rosada como se muestra en la figura 27. 
 
Fig. 27. Formación de colonias en la superficie del medio, sobre el Caldo Nitrosomonas se 
observa una capa de colonias adheridas entre sí, de color blanco, ciertas colonias tienen 
coloración más oscura, verdosa. 
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Proline: 
El uso de Proline como control positivo tuvo buenos resultados, debido a que 
facilitó la identificación de la colonia y la morfología macroscópica que tienen las 
bacterias oxidadoras de amonio en Agar Nitrosomonas específicamente. Este 
resultado, se debe a que se empleó la misma metodología que la usada para los 
aislamientos, en medio sólido y líquido, y las mismas pruebas bioquímicas. Como 
se muestra en la figura 28, se obtuvo crecimiento de colonias 
redondas/circulares, planconvexas, brillantes, de tamaño pequeño y de color 
blanco (la incidencia de luz hace que la fotografía se observe de color diferente 
al que presenta la colonia). 
 
Fig. 28. Observación macroscópica con estereoscopio iluminando 3 UFC; colonias de siembra 
Proline en Agar Nitrosomonas a una dilución de 10-8, donde la concentración de sulfato de 
amonio fue triplicada (1,5 g/L). Formación de colonias en la superficie del medio, de color 
blanco, brillantes y planoconvexas. 
 
Ahora bien, la observación microscópica de las bacterias aisladas del medio 
sólido de Proline, se realizó siguiendo la metodología estándar para tinción de 
Gram, obteniendo así para esta muestra tinción Gram negativa, de forma cocoide 
(fig. 29). Por otro lado, se observó también una placa de Proline obtenido del 
Caldo Nitrosomonas después de haber sido incubado durante 6 días, y este 
presentó microorganismos Gram negativos igualmente, de forma cocoide (fig. 
30). 
 
Fig. 29. Observación microscópica de colonia de Proline en medio sólido Agar Nitrosomonas 
con sulfato de amonio triplicado, con aumento de 40x. Organismos Gram negativos, de forma 
cocoide. 
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Fig. 30. Observación microscópica de colonia de Proline en medio líquido Caldo Nitrosomonas 
con sulfato de amonio únicamente duplicado (1,0 g/L), con aumento de 40x. Organismos Gram 
negativos, de forma cocoide. 
 
Microscopía: 
Las tinciones de Gram realizadas fueron en su totalidad Gram negativas como 
lo muestran las figuras 31 a 33, lo cual indica que estas colonias pueden ser 
sospechosas para Nitrosomonas sp. (Facultad de Quimica, Microorganismos 
quimiolitoautotrofos, 2014). Así mismo, se encontraron bacterias Gram negativas 
en la placa de la colonia TIPO HUELLA, pero no se logró observar a mayor 
aumento de 10x, de modo que no se pudo confirmar si la forma de estas es 
cocoide o bacilo. 
En la mayoría de las tinciones se observaron cocos elipsoidales con un borde 
grueso, lo cual se sospecha que podrían ser las dos bicapas lipídicas con el 
sistema de membranas periféricas pertenecientes a las bacterias del género 
Nitrosomonas sp. Con las pruebas bioquímicas se espera aclarar que los 
aislamientos si sean colonias sospechosas para Nitrosomonas sp. 
La microscopia solo se realizó a las colonias que presentaban una morfología 
más a fin a una bacteria y que fueran de fácil acceso. Por lo tanto, la colonia 
“Tipo Piedra” y la “Incrustada” fueron descartadas para hacerle su respectiva 
tinción, especialmente por la disposición que tenían en el agar, estaban 
insertadas en medio del agar y no fueron fácilmente extraídas. 
   
Fig. 31. Observación 
microscópica de la tinción de 
Gram, muestra de colonia 
MEDIA (TIPO M) recuperada 
del nicho CB1 a 5 cm de 
profundidad. Gram -, coco 
elipsoidal. 40x 
Fig. 32. Observación 
microscópica de la tinción 
de Gram, muestra de 
colonia GRANDE BEIGE, 
recuperada del nicho CB2 a 
5 cm de profundidad. Gram 
-, coco elipsoidal. 40x 
Fig. 33. Observación 
microscópica de la tinción de 
Gram, muestra de colonia 
Ramificada tipo 2, recuperada 
del nicho PR1 a 10 cm de 
profundidad. Gram -, coco 
elipsoidal. 40x 
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Al tener mayor claridad con respecto a la morfología macroscópica de 
Nitrosomnas sp., se realizaron las comparaciones morfológicas con las 2 
muestras que viraron el color en la prueba de nitritos con el reactivo de Griess, 
frente a la morfología observada de la colonia que es presunta Nitrosomonas  sp. 
según lo encontrado en Proline, y los resultados fueron bastante similares entre 
sí. Por lo tanto, se presume que se ha realizado la recuperación en medio sólido 
y liquido de bacterias del género Nitrosomonas, donde para el presente estudio 
corresponde tanto a las cepas nombradas como TIPO M, GRANDE BEIGE Y 
RAMIFICADA TIPO 2 quienes hacen parte de nichos CB y PR respectivamente, 
como para las colonias revisadas junto a colonia TIPO PIEDRA en aislamientos 
del nicho G1 a 5 cm de profundidad.  
 
DISCUSIÓN 
En el Manual de Bergey´s se describe a N. europeae como una célula ovoide o 
circular, no como un bacilo, lo cual se observó claramente en la microscopia 
realizada en este estudio a colonias Tipo M, grande beige y Ramificada tipo 2. 
Por otro lado, Engel et al. (1960) también describen la alteración en la apariencia 
de colonias en un cultivo puro en medios sólidos y junto con Kingma-Boltjes 
(1935) definieron que la forma de las colonias parece depender del medio, no de 
la célula. Además, los criterios de tamaño y forma no son válidos para la 
diferenciación entre las especies de Nitrosomonas sp. debido a la dependencia 
de la edad de cultivo. Esto se evidenció durante la fase exponencial de las 
primeras colonias observadas (Tipo Piedra) en el nicho Guadual, donde al ser 
más jóvenes (10 días) las colonias eran de color blanco y tamaño pequeño, luego 
pasados los 24 días presentaron color grisáceo o verdoso. 
Según Garrity et al. (2004) las bacterias oxidadoras de amonio tienden a 
presentar crecimiento sin la formación de colonias visibles a simples vista en el 
Agar, sino una formación de microcolonias especialmente cuando el medio de 
cultivo además de contener hierro (Fe), es mejorado con EDTA y rojo fenol, esto 
para su posterior filtración por membrana, y mayor facilidad de observación de 
las microcolonias. 
Debido al comportamiento que presentaba en el medio durante su fase de 
crecimiento, y según el aislamiento en cultivo puro de sílica gel realizado por 
Jane Meikljohn, se presume que la colonia nombrada en este proyecto como 
colonia INCRUSTADA, es la misma que se describe en su trabajo como 
Nitrosomonas europea (Meiklejohn, 1949). 
CONCLUSIONES 
1. La muestra del subnicho G3 (nicho Guadual), cuyas colonias registraron 
positivas para oxidación de nitrógeno amoniacal, con suelo con buen 
contenido de materia orgánica, al parecer contaminado por aguas 
residuales, presentó la mayor posibilidad de aislado de Nitrosomonas sp. 
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2. Teniendo en cuenta el reactivo de Griess, dos aislados manifestaron 
característica positiva para Nitrosomonas; el primer aislado exhibía una 
colonia blanca filamentosa, con halos de la misma conformación 
filamentosa que muestran consumo del medio, la cual fue nombrada tipo 
Piedra. El segundo asilado exhibía una colonia con morfología plana de 
color blanco/amarillo y opaco, de tamaño medio, con bordes irregulares.  
 
RECOMENDACIONES  
A partir de la literatura encontrada para los microorganismos más estudiados, 
generalmente se observa una caracterización molecular a cada nueva cepa 
descrita, por lo tanto, se propone realizar la caracterización molecular de 
Nitrosomonas sp. aisladas en este estudio, empleando PCR. Identificando su 
proteína transmembranal AMO con el objetivo de especificar mejor la cepa que 
se ha obtenido, se propone realizar microscopía de fluorescencia y microscopía 
electrónica para ampliar los conocimientos acerca de ella. 
Según las características del microorganismo, por ser quimiolitoautótrofo, es 
recomendable mantener las condiciones de oscuridad durante todo el desarrollo 
o manipulación y trabajo con el microorganismo, desde la toma de la muestra y 
su transporte al laboratorio, hasta su incubación.  
Será pertinente evaluar el crecimiento de los aislados en diferentes medios de 
cultivo, tales como filtración por membrana para evidenciar si hay crecimiento 
como microcolonias como lo describen ciertos autores. 
Por último, se recomienda continuar con las pruebas bioquímicas propuestas 
para la identificación de la bacteria, la prueba de ureasa, movilidad y la prueba 
con reactivo de Nessler, para evidenciar la presencia de amonio en el medio y 
así no generar falsos positivos. 
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